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論文内容の要旨 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 脊椎動物の基本的な構造やそれを形づくる発生の過程というものは、脊椎動物間でよく
保存されている。四肢もその 1 つである。四肢とその原基である肢芽の軸は、親指側から
小指側にかけての前後軸、付け根から指先にかけての基部先端部軸と定義する (図中央 )。
四肢の構造は、基部側から柱脚部、軛脚部、自脚部に分けられ、柱脚部には 1 本の骨 (図右
の模式図内：白抜きの半円 )、軛脚部には前後軸に沿って 2 本の骨がそれぞれ存在する (図
右の模式図内：白抜きの 2 つの楕円 )。自脚部は主に手 /足の平の部分に相当し、手 /足首の
骨、指とその指骨の数は種によって様々であるために骨の数も種によって多様性がみられ
るが、一部の無尾両生類を除いて現存する四足動物で 6 本以上の指をもつ種は存在しない。
それぞれの指は 1-5 の番号で定義され、ヒトの場合、親指から小指の番号を 1-5 とする。  
この脊椎動物の四肢の発生の研究に、古くから用いられてきた動物の 1 つはニワトリで
ある。実験の容易さと卵の入手の手軽さから、ニワトリ胚は脊椎動物の四肢の発生を含む
発生生物学の研究のモデルとして、半世紀以上前から現在まで数多くの研究で用いられて
きた。例えば四肢の発生に重要な 1 つの構造として、AER (Apical Ectodermal Ridge)と
いう肢芽の背腹軸に存在する上皮の肥厚構造が挙げられる。AER は肢芽の伸長・形態形成
に必須な構造であり、間充織細胞の生存にも必要なことが明らかとなっている。AER から
は複数の種類の FGF タンパク質が分泌されており、肢芽を伸長させる AER の機能はこれ
らの FGF タンパク質が担っていると考えられている。中でも Fgf8 は AER 全体で発現し
ており、AER を識別する際のマーカー遺伝子として最もよく用いられる遺伝子である。さ
らに AER は指の本数決定にも重要な役割を果たしていると考えられている。以上の知見
の全てに、ニワトリから得られた知見が大きく関わっている。  
 しかし鳥類の四肢は、様々な点で他の四足動物と比較して非常に特殊化された特徴を持
ち合わせている。それゆえにニワトリ胚は、鳥類固有の四肢発生のメカニズムを探る上で
も用いられてきた。これら多くの鳥類の四肢の特徴の中で私は、「鳥類の前肢はなぜ 3 本
しか指を形成しないのか」という特徴に着目し、指の本数を 3 本にする発生イベントを解
明する研究を行った。鳥類の祖先とされる獣脚類恐竜は 5 本の指をもっていたことが明ら
かとなっており、鳥類は進化の過程で前肢の 2 本の指を失って指の本数を 3 本にしたと考
えられる。したがって鳥類の前肢の指の本数を 3 本に規定する発生イベントを探るために
も、失った 2 本の指がどのようにして形成されないようにしているのか、という発生生物
学的アプローチから解明していくことが妥当であると考えられる。しかし鳥類の前肢に関
する指の本数決定機構に関して発生生物学的に調査した論文はほとんど存在しない。それ
はいくつかの理由から、鳥類の前肢の指が第 1, 2, 3 指であるのか、第 2, 3, 4 指であるの
か、ということが明らかとなっていなかったからである。つまり 2 本の指をどのようにし
て形成しないのか、という発生イベントを解明しようとする前に、第 4, 5指を失ったのか、
第 1, 3 指を失ったのか、という問題が立ちふさがるのである。  
 そこで私が着目したのは「初期の肢芽」である。ほぼ全ての四足動物、特に羊膜類の肢
芽は、始め体幹部の側方から半月状に肥厚する形で出現し、この半月状の肢芽が伸長して
四肢が形成されていく。ニワトリの肢芽も例外ではなく、ニワトリの初期胚の前肢芽と後
肢芽は非常に良く似た形・大きさをしている (図左 )。それにも関わらず、最終的に形成さ
れてくる指の本数は前肢が 3 本 (図右上斜線部：A, M, P)、後肢が 4 本 (図右下斜線部：数
字は指の番号を示す )と異なる。この特徴に気づいた私は、前肢の指の番号について考えず
とも、同様の形・大きさをしたニワトリの初期の前肢芽と後肢芽のどの部分がどの領域に
寄与する、あるいはどの領域を形成するのかを調査し比較すれば、四肢の発生過程のどの
領域や時期が前肢芽の指の本数決定に重要なのかを知ることができるのではないかと考え
た。  
 
そのために私は、初期の前肢芽・後肢芽の辺縁部のどの部分が、指の本数が決定される
時期の肢芽のどの領域に寄与するのかをまとめた予定運命図を作成し、それぞれの予定運
命図を比較した。具体的には半月状の前肢芽・後肢芽の前端部を 100、後端部を 0 として、
標識された細胞群がどの数値の部分であったかを記録し、指の本数が決定されている発生
段階で、それぞれの細胞群が四肢構造のどの領域に寄与するのかを記録していった。これ
らの前肢芽と後肢芽の予定運命図作成の結果より、大きく分けて 4 つのことが明らかとな
った。1 つ目は、前肢芽の 3 本の指は、後肢芽の第 2, 3, 4 指を形成する領域とほぼ同じ領
域から形成されてくるということである (図左：前肢芽指形成領域の A, M, P と後肢芽指形
成領域の 2, 3, 4 を比較 )。2 つ目は、後肢芽の方が、指が形成される領域が前側に大きい
ということである (図左下：指形成領域の 1)。3 つ目は、指形成領域より基部側に寄与する
領域が、前肢芽の方が後肢芽よりも後側に存在しているということである (図左：前肢芽基
部形成領域と後肢芽基部形成領域を比較 )。4 つ目は、前肢芽の前側部分の領域は、ほとん
ど前肢形成に寄与しないということである (図左上：×の領域 )。この結果から私は、図の
ように、前肢芽では四肢形成に寄与しない領域 (図左上：×の領域 )の存在と指形成領域よ
りも基部側に寄与する領域の大きな後側へのずれが指形成領域を小さくしていることが前
肢芽の指の本数を後肢芽より少なくしている原因なのではないかと考え (図左：前肢芽基部
形成領域・指形成領域と後肢芽基部形成領域・指形成領域をそれぞれ比較 )、この肢芽前側
の予定運命の違いを生み出す発生イベントを探すことにした。この結果私は、ANZ 
(Anterior Necrotic Zone)という細胞死領域と、AER で細胞の挙動が前肢芽と後肢芽の前
側の領域で異なることを示した。  
ANZ とは肢芽前側で起こる細胞死のことであり、鳥類の肢芽でのみ非常に早い時期から
見られることが明らかとなっている。このことから ANZ は、鳥類の四肢の指の本数に関
わっていることが指摘されているが、ANZ の役割は今のところ明らかとなっていない。
TUNEL 法という方法と Nile Blue 法という方法で肢芽の細胞死を検出したところ、後肢
芽と比べて前肢芽では、非常に早い時期から ANZ での細胞死が見られた。この前肢芽で
見られる非常に早い細胞死は、図の領域×の部分とほぼ一致しており、細胞死が起こるこ
とによって前肢芽の前側が四肢形成に寄与しない可能性が示唆される。また AER でも前
肢芽でのみ非常に早い時期から前側で細胞死が起こることが Nile Blue 法によって明らか
となった。  
そのため私は次に、AER を Fgf8 の検出によって観察することと、AER の前端部の細胞
群を標識することにより観察することにした。すると後肢芽の AER の前端部の細胞は
AER が形成されてからしばらくの間 AER の前端部の細胞として機能を維持し続けたのに
対し、前肢芽の AERの前端部は AERが形成されてからすぐに AERの前端部の細胞が AER
から脱落し機能を失うことで、AER の前側を大きく退縮させていった。AER は前後軸に
沿った長さから指の本数を規定することが示唆されており、前肢芽は意図的に AER の前
側を退縮させることで指の本数を減少させているのではないかと考えた。そのために私は、
前肢芽の最前指を形成する領域 (図左上：A)と、後肢芽の第 2 指を形成する領域の間充織細
胞群を標識し (図左下：2)、その細胞群と AER の前端部との位置関係を、前肢芽と後肢芽
でそれぞれ発生段階を追って調べることにした。最前指を形成する領域と、後肢芽の第 2
指を形成する領域は、初期の肢芽の相対的に同じ場所から形成されてくる (図左：前肢芽の
A と後肢芽の 2 を比較 )。この実験の結果、発生段階が進むと前肢芽の最前指形成領域と
AER の前端部の距離は非常に小さくなっていくのに対し、後肢芽の第 2 指形成領域と AER
の前端部の距離は前肢芽と比較すると大きいことが示された。このことから、前肢芽は
AER を大きく退縮させることによって、後肢芽の第 1 指を形成する領域に相当する領域を
小さくし、最前指よりも前側に指を形成しないことが示唆された。  
本研究では、前肢芽・後肢芽の前側の予定運命の違いと前側の ANZ での細胞死の起こ
る時期の違い、前肢芽特異的な AER の前側の退縮機構を基に、鳥類特異的な翼の指の本
数決定機構について考察したい。  
論文審査結果の要旨 
 
本研究に先立って野村らは、鳥類の前肢の指を第 1, 2, 3 指と同定する研究を報告した(Tamura 
and Nomura et al., Science, 2011)。鳥類の祖先であるとされる獣脚類恐竜は前肢に 5 本の指を
もっていたことから、この報告は鳥類が進化の過程で前肢の指を 5 本から 3 本に減少させたこと
を意味した。そこで本研究は「鳥類前肢の指の本数決定機構を解明すること」を命題とし、肢芽
（四肢原基）の初期発生過程に着目し研究が行われた。 
まず、鳥類前肢の 3 本の指が初期肢芽のどこから生じるかを詳細に追跡する予定運命図を作成
した結果、ニワトリ前肢芽の 3 本の指を形成する領域は、後肢芽の第 2, 3, 4 指を形成する領域
と相同な領域から形成されてくることが示された。さらに前肢芽では、指形成領域よりも基部側
（近位側）に寄与する領域が、後肢芽の同領域よりもかなり後方に存在することが判明し、この
予定運命の違いが前肢芽の指形成領域を狭めることが原因となり、前肢芽では後肢芽の第 1 指を
形成する領域に相当する領域が存在しないという可能性が導かれた。 
そこで次に、前肢芽と後肢芽の基部形成領域のずれが見られる領域における、予定運命を違え
る原因となる発生イベントが探索された。この探索では、前肢芽・後肢芽の前側領域の異なる予
定運命を生み出す可能性として 2つの発生イベントに注目している。1つは AERとよばれる肢芽の
背腹境界に存在する上皮の肥厚構造で、解析の結果この AER の前側が前肢芽特異的な機構で退縮
していくことが示された。もう 1つは ANZとよばれる肢芽前側に存在する細胞死領域で、この ANZ
での細胞死が前肢芽では後肢芽よりも非常に早い時期から起こり始めることを見出している。 
本研究では、前肢芽・後肢芽の前側の予定運命の違いと AERの前側の前肢芽特異的な退縮、前肢
芽・後肢芽での ANZの細胞死の起こる時期の違い、そしてそれらの結果から推測される鳥類特異
的な翼の指の本数決定機構について考察している。本研究は、本人筆頭著者となった Science誌の
論文（大学院博士課程前期の研究成果）における指本数減少のメカニズムを発展的に明らかにし、進化
発生研究分野に対して重要な貢献をもたらしている。本研究成果は本人が自立して研究活動を行うに必
要な高度の研究能力と学識を有することを明確に示しており、野村直生提出の本論文を博士（生命科学）
の博士論文として合格と認める。 
 
 
